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PREPARACIONES PARA POTENCIAR LA INMUNOGENICIDAD DE ANTIGENOS 

POCO INMUNOGENICOS. 

Sector Tecnico. 

La presente invencion se relaciona con la rama de la medicina humana y en 
5 especial con vacunas protectoras y/o terapeuticas para enfermedades infecciosas, 
autoinmunes y el cancer, y particularmente proporciona composiciones vacunales 
que permiten la generation o el incremento de la respuesta inmunitaria contra 
antigenos poco inmunogenicos. 
Tecnica Anterior. 

10 El poco exito logrado hasta ahora en la prevention y tratamiento de un grupo de 
en f ermec i ac |es infecciosas, el cancer y las enfermedades autoinmunes con vacunas 
se debe a combinaciones de factores diversos, principalmente la baja 
inmunogenicidad de antigenos relevantes, el desconocimiento de como manipular la 
regulation del sistema inmunitario y las estrategias de evasion de patogenos y 

15 tumores, entre ellas la inmunosupresion del hospedero. 

Son conocidos dentro del estado de la tecnica como antigenos poco inmunogenicos 
aquellos peptidos, polipeptidos y proteinas (o sus correspondientes secuencias de 
ADN) presentes en tumores y tejidos normales, o asociados a patogenos que 
producen infecciones cronicas mediante la evasion de la action del sistema 

20 inmunitario. 

Entre los antigenos poco inmunogenicos los receptores de factores de crecimiento 
con actividad quinasa en residuos de tirosina han mostrado tener una estrecha 
relation con el desarrollo de tumores y de metastasis tumorales, y se ha probado su 
valor en algunos casos como indicadores de mal pronostico en cancer. Tal es el 
25 caso de receptores como el receptor del factor de crecimiento epidermico (EGF-R, 
siglas en ingles) o HER-1, el receptor del factor de crecimiento epidermico 2 (HER- 
2), y el receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF-R, siglas en 
ingles). 

La sobre expresion de estos receptores en algunos tipos de neoplasias, 
30 fundamentalmente de origen epitelial, ha sido bianco de atencion en la 
inmunoterapia del cancer. Tal es el caso de tumores de mama, vejiga, ovario, vulva, 
colon, pulmon, cerebro, prostata y tumores de cabeza y cuello. La presencia de 
EGF-R ha probado ser una indication de mal pronostico en cancer de mama (Perez 
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R et ai 1984. Breast Cancer and Treatment 4:189-193). Aun cuando no se conoce 
todavia el papel que juega el sistema del EGF/EGF-R en la regulation del 
crecimiento tumoral, se ha sugerido que la expresion del EGF-R en celulas 
tumorales proporciona un mecanismo para la estimulacion autocrina que conduce a 
5 la proliferation descontrolada de dichas celulas (Schlessinger J etai (1983) Crit Rev 
Biochem 14 (2):93-1 11). 

Por su alta expresion en tumores, el receptor del Factor de Crecimiento Epidermico 
ha sido bianco de inmunoterapia pasiva (IP) con anticuerpos monoclonales en forma 
nativa, asociados a drogas, toxinas, o isotopos radiactivos (Vollmar AM et al. (1987) 

10 J Cell Physiol 131:418-425). Varios ensayos clinicos con anticuerpos monoclonales 
(AcMs) se estan llevando a cabo y algunos han mostrado resultados promisorios, 
como es el case del ensayo clinico con e! AcM €225 en cancer de mama, de celulas 
pancreaticas y de celulas renales en fase II y cabeza-cuello en fase III (Mendelsohn 
J et al. (1999) American Society of Clinical Oncology Meeting). Otro ensayo clinico 

15 de Fase II con buenos resultados es el ensayo efectuado con el AcM IOR egf/r3 en 
tumores de cabeza y cuello (Crombet T et al. (2000) Cancer Biotherapy and 
Biopharmaceutical, manuscrito aceptado). 

En cambio la inmunoterapia activa especifica (IAE) utilizando como bianco el EGF-R 
no ha sido nunca desarrollada, siendo las causas de esto su baja inmunogenicidad 

20 como molecula propia y su amplia expresion en los tejidos del organismo, lo cual ha 
determinado el temor de los inmunologos a considerar esta option (Disis ML and 
Cheever MA (1996) Current Opinion in Immunology 8:637-642). La IAE tiene 
ventajas sobre la IP por cuanto esta ultima no activa la rama efectora celular 
especifica de la respuesta inmune, y su efecto depende de la vida media de los 

25 anticuerpos utilizados, siendo generalmente necesario reinfusiones continuadas 
para lograr los efectos deseados. 

En el desarrollo de vacunas eficaces, los vehiculos y adyuvantes son los 
responsables de superar la baja inmunogenicidad de antigenos relevantes mediante 
la regulation convenientemente el sistema inmunitario y la conjura de estrategias de 
30 evasion de patogenos y tumores. Es por ello que la busqueda de nuevos sistemas 
de vehiculizacion y adyuvacion constituyen hoy una importante area de 
investigation. 
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En los ultimos anos las nuevas teorias y conocimientos emergentes sobre la 
regulation del sistema inmune han abierto nuevos campos de experimentation para 
la busqueda de nuevos vehiculos y adyuvantes de mayor eficiencia. Fearon, et al. 
(Science.Vol.272, pp 50-53, 1996) han ensenado que una inmunidad protectiva es el 

5 resultado de la interrelation de dos sistemas cardinales: la inmunidad innata y la 
inmunidad adquirida. Las celulas de la inmunidad adquirida no pueden distinguir las 
estructuras que requieren respuesta inmune de aquellas que no y por tanto 
necesitan ser instruidas por las celulas del sistema inmune innato. Un vinculo 
esencial entre la inmunidad innata y la adquirida es proporcionado por las Celulas 

10 Presentadoras de Antigenos (CPA), entre las cuales las Celulas Dendriticas (DC, 
siglas en ingles) son las mas eficientes inductoras de respuestas inmunes tanto 
primarias como secundarias. En particular las DC son cruciales debido a que son 
las unicas CPA capaces de activar linfocitos T virgenes. 

Recientemente se han identificado moleculas relacionadas con la inmunidad innata 
15 que podrian considerarse como una nueva generation de vehiculos y adyuvantes, 
debido a que tienen la capacidad de madurar las DC y mediar la presentation 
cruzada de antigenos acoplados a ellas. 

De interes en el estado del arte previo, se localizan una serie de trabajos. Giroir, 
(Crit. Care Med., Vol.5, pp 780-789, 1993), Cella, et al. (Nature, Vol.388, pp 782- 

20 787. 1997) y Hailman, et al. (J. Exp. Med. , Vol. 79, pp 269-277. 1994) ensenan 
como la interaction del lipopolisacarido (LPS) con los sistemas de reconocimiento 
de la inmunidad innata es la mas potente de todas, estimulando en monocitos, 
macrofagos y neutrofilos la production de citoquinas y de mediadores 
proinflamatorios, aumentando ademas la expresion de moleculas de adhesion. 

25 Estas citoquinas inflamatorias son muy importantes en la respuesta a infecciones y 
tumores, pero una excesiva secretion de las mismas conduce al 'shock septico', lo 
cual puede ser mortal para los pacientes e impide el uso del LPS como adyuvante 
vacunal. La respuesta esta mediada por el complejo que forma el LPS con la 
proteina unidora de LPS (LBP, siglas en ingles), el cual a su vez interacciona con la 

30 molecula CD14. Esta molecula facilita la interaction del LPS con las moleculas de 
serialization llamadas receptores Toll (TLR). Numerosas evidencias apuntan al 
receptor Toll 4 (TLR4) como la molecula de la familia Toll involucrada en la 
transduction de la serial del LPS. 
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Ulrich,et al (In Vaccine Design: The subunit and adjuvant approach p 495, edited by 
MF Powel and MJ Newman, Plenum Press, New York. 1995), Tholen, et al. 
(Vaccine, Vol.16, p 708. 1998), De Becker, et al. (Int. Immunol, Vol.12, pp 807-815. 
2000) indican como existen derivados no toxicos de LPS, como es el caso del 

5 Monofosforil Lipido A (MPLA, siglas en Ingles), que tiene actividad adyuvante para 
las ramas celular y humoral de la respuesta inmune y ha sido administrado a 
humanos en varios ensayos clinicos. Aunque se sostiene que el MPLA mantiene 
las propiedades inmunoestimuladoras del LPS, estos autores demostraron que el 
MPLA induce migration y maduracion funcional de las DC in vivo, pero a niveles 

io inferiores a los observados con el LPS. 

Tamura, et al (Science, Vol. 278, pp 117-120. 1997) y Binder, et al (Nature 
ImmunoLVol. 1, pp 151-155. 2000) han reportado como las proteinas de estres 
termico (HSP) son potentes vehiculos para la estimulacion de la inmunidad celular a 
traves del fenomeno de presentacion cruzada de sus antigenos acompanantes. Las 

15 HSP obtenidas de tumores han mostrado interesantes efectos antitumorales en 
distintos modelos. La identification del CD91 como el receptor para la HSP gp96, 
podria reflejar la presencia de una via especifica de captura de HSP en las DC que 
ha evolucionado para reclutar eficientemente peptidos asociados a antigenos, 
agentes infecciosos o celulas danadas, para su presentacion en Complejo Mayor de 

20 Histocompatibilidad tipo I (MHC I, siglas en ingles). El empleo de HSP como 
vehiculos para vacunas, sin embargo, tiene el inconveniente de que hay que 
obtenerlas de la fuente de origen, por ejemplo, de los tumores. Esto hace trabajoso 
y costoso el procedimiento y nunca se sabe realmente quien es el antigeno que ha 
sido responsable del efecto. 

25 Hartmann, et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA, Vol. 96, pp 9305-9310. 1999), Hemmi, 
et al (Nature, Vol. 6813, pp 740-5. 2000), Sparwasser, et al. (Eur. J. Immunol. 
Vol.12, pp 3591-3597. 2000), Hochreiter, et al. (Int. Arch. Allergy Immunol. .Vol 124, 
pp 406-410. 2001) y Deng, et al. (Arthritis Res. Vol 3, pp 48-53. 2001) muestran 
como entre las moleculas asociadas a la inmunidad innata, identificadas como 

30 inductoras de maduracion de las DC, se encuentran las secuencias CpG de ADN 
bacteriano. Recientemente se demostro que la respuesta celular ante las 
secuencias CpG es mediado por TLR9, lo que indica que este receptor es capaz de 
distinguir ADN bacteriano de ADN propio. La induccidn de linfocitos T citotoxicos 
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(CTL) contra distintos antigenos solubles ha sido reproducida en ratones 
modificados geneticamente negativos para los marcadores CD40, CD4 o MHC II. 
Esto implica que la activation de CTL mediada por CpG incluso ocurre en ausencia 
de la ayuda de las celulas T CD4, lo cual confiere a este tipo de molecula especiales 

5 propiedades adyuvantes. No obstante la capacidad "in vivo" de las secuencias CpG 
de desviar un patron de respuesta Th2 a Th1 es totalmente dependiente de la 
naturaleza del anfigeno y de las condiciones de inmunizacion, siendo esto 
particularmente valido cuando son protelnas. Esto puede constituir una limitante al 
empleo eficaz de los oligonucleotides de CpG como adyuvante, sobre todo en 

10 huespedes inmunocomprometidos. Tambien se ha descrito que las secuencias CpG 
bacterianas pueden inducir artritis. 

Jeannin. et al. (Nature Immunol. : Vol. 6, pp 502-509. 2000) y Miconnet, et al. (J. 
Immunol., Vol.166, pp 4612-4619. 2001) particularmente encontraron propiedades 
inmunoestimuladoras importantes de la proteina OmpA de la membrana externa de 

15 la bacteria Gram-negativa Klebsiella pneumoneae. Los experiments realizados con 
esta proteina expresada de forma recombinante (kpOmpA) mostraron que ella se 
une e induce maduracion completa de las DC, utilizando como via de serialization la 
molecula TLR2. Otra propiedad importante que presenta esta proteina es su 
capacidad de conducir antigenos a la via de presentation de clase I, siempre y 

20 cuando estos antigenos se le acoplen covalente o hidrofobicamente. Esto es 
precisamente su mayor limitation como vehiculo vacunal ya que las tecnicas de 
conjugacion covalente tienen el inconveniente de las modificaciones quimicas tanto 
a la propia proteina como al antigeno y la union hidrofobica solo permite trabajar con 
el sub-conjunto de los antigenos hidrofobos. 

25 Lowell describio en la patente No. U.S. 5,726,292 un sistema inmunopotenciador 
para incrementar la inmunogenicidad de peptidos, polipeptidos y protelnas, la cual 
se puede considerar el prototipo mas cercano a la presente invention. En la 
mencionada patente, las composiciones se caracterizan porque los antigenos son 
modificados quimicamente mediante la adicion de al menos un residuo de cisteina y 

30 posterior conjugacion de una molecula de acido graso alifatico o un peptido 
hidrofobo. Posteriormente los antigenos modificados se acomplejan con un 
proteosoma mediante procesos de dialisis o liofilizacion. En particular estas 
composiciones no incluyen glicosidos. 
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Divulgacion de la inv ncion. 

La novedad de la presente invention consiste en proporcionar formulaciones que 
permiten hacer inmunogenicos peptidos, polipeptidos, proteinas, sus 
correspondientes secuencias de ADN y ceiulas bianco de interes vacunal, sin 

5 necesidad de introducir cambios estructurales en dichos antigenos, mediante su 
asociacion con proteoliposomas de muy pequena talla (Very Small Size 
Proteoliposomes, VSSP siglas en ingles) de la bacteria Neisseria meningitidis, que 
contienen incorporados potentes ligandos de la inmunidad innata y gangliosidos. 
Esta invention muestra como el vehiculo inmunopotenciador consiste precisamente 

10 en los proteoliposomas de muy pequena talla (VSSP) obtenidos a partir de la 
asociacion del Complejo Proteico de la Membrana Externa (CPME) de la bacteria 
Gram-negativa Neisseria meningitidis con gangliosidos. 

Mediante la presente invention se muestra como las formulaciones descritas son 
especialmente eficaces cuando se seleccionan antigenos poco inmunogenicos y se 

15 administran a huespedes inmunocomprometidos. 

Un objeto de esta invention es proporcionar composiciones inmunogenicas que 
contienen peptidos, polipeptidos, proteinas, sus correspondientes secuencias de 
ADN, ceiulas bianco o sus lisados como antigenos, y proteoliposomas de muy 
pequena talla (VSSP), los cuales se forman al unir el Complejo de Proteinas de la 

20 Membrana Externa (CPME) de la bacteria Neisseria meningitidis con gangliosidos, 
mediante enlaces hidrofobos. Adicionalmente se postula que estas composiciones 
pueden formularse solas o formando emulsiones con el adyuvante incomplete) de 
Freund (AIF) y tambien ser liofilizadas. 

Otro objeto de la invention es proporcionar composiciones inmunoestimuladoras 
25 capaces de generar respuestas inmunes antigeno-especificas incluso en huespedes 
inmunocomprometidos, como son los que padecen de cancer e infecciones virales 
cronicas. En estos pacientes, la administration de las composiciones vacunales 
descritas en esta invention permite restaurar la funcionalidad de sectores de su 
sistema inmunitario. 

30 Adicionalmente las composiciones vacunales descritas en la presente invention, 
constituyen una solution al problema de la inmunogenicidad de los receptores de 
factores de crecimiento y su impacto en el tratamiento de los tumores, debido a que 
estos receptores con actividad tirosina quinasa y los gangliosidos que 
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especificamente se asocian a estos en forma de agrupaciones moleculares de 
membrana, se presentan simultaneamente al sistema inmune del hospedero en el 
contexto de las senales de peligro aportadas por el VSSP, necesarias para activar a 
las celulas dendriticas (DC, siglas en ingles) de forma efectiva, y producir 

5 presentation cruzada. Estas composiciones vacunales, ademas de presentarle sus 
componentes al sistema inmune, simulando las asociaciones moleculares en que 
ellos se encuentran naturalmente en las celulas tumorales, hacen innecesario el 
empleo de tecnicas quimicas de conjugation de proteinas que generan nuevos 
epitopes inmunodominantes espureos. 

10 Por otro lado esta solucion tecnologica permite usar las estructuras mtegras de los 
receptores, favoreciendo la solucion del problema de la restriction genetica de la 
inmunodominancia, a diferencia de otras que han usado peptides derivados y que 
pueden presentar mas limitaciones en este sentido. 

Mas especificamente la invencion proporciona composiciones vacunales para el 
is tratamiento del cancer. Dichas composiciones vacunales contienen como principio 
activo uno o mas receptores de factores de crecimiento o sus dominios 
extracelulares, pudiendo o no contener estos ultimos los dominios 
transmembranarios, empleando como vehiculo vacunal proteoliposomas de muy 
baja talla derivados del complejo de proteinas de la membrana externa de Neisseria 
20 meningitidis (VSSP) y los gangliosidos que se asocian especificamente con dichos 
receptores, formando agrupaciones moleculares de membrana. Estas 
composiciones vacunales pueden contener adicionalmente un adyuvante apropiado. 
Las composiciones vacunales de la invencion pueden ser usadas en la 
inmunoterapia activa especifica de tumores como cancer de prostata, colon, pulmon, 
25 mama, ovario, cabeza-cuello, vulva, vejiga, gliomas, asi como en enfermedades 
cronicas no trasmisibles. 
Descripcion detallada de la invencion. 

La presente invencion se relaciona con composiciones farmaceuticas para potenciar 
la inmunogenicidad de antigenos poco inmunogenicos, cuyos componentes son: 
30 (A) uno o mas antigenos poco inmunogenicos; 

(B) un vehiculo vacunal que consiste en proteoliposomas derivados del complejo 
de proteinas de la membrana externa de una bacteria Gram-negativa, los 
cuales contienen gangliosidos incorporados; y 
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(C) eventualmente uno o mas adyuvantes. 
Las composiciones de la invention permiten potenciar la inmunogenicidad de 
antigenos poco inmunogenicos, los cuales pueden ser peptidos, polipeptidos, 
proteinas, o sus correspondientes secuencias de acidos nucleicos, asi como celulas 

5 bianco de interes vacunal, o sus lisados, o la mezcla de ellos. 

Dentro de los antigenos poco inmunogenicos, los receptores de factores de 
crecimiento o sus dominios extracelulares pueden ser empleados. Dichos dominios 
extracelulares de los receptores de factores de crecimiento pueden contener o no su 
region transmembrana. 

10 Los receptores de factores de crecimiento que pueden ser empleados para 
incrementar su inmunogenicidad son el HER-1 , HER-2, R-PDGF o cualquiera de sus 
variantes que contenga el dominio extracelular con y sin region transmembrana. 
Los proteoliposomas del vehiculo vacunal de la presente invention se obtienen del 
complejo de proteinas de la membrana externa de una bacteria gram-negativa, 

15 seleccionandose de forma preferida la bacteria Neisseria meningitidis, la cual puede 
ser una cepa salvaje o modificada geneticamente. 

En las composiciones de la invention los proteoliposomas del vehiculo vacunal con 
gangliosidos incorporados se obtienen mediante la incorporation hidrofobica de 
dichos gangliosidos al complejo de proteinas de la membrana externa de Neisseria 
20 meningitidis, pudiendose emplear para este fin los gangliosidos GM1, GM3 o sus 
variantes N-glicoliladas. 

Las composiciones de la invention contienen adicionalmente un adyuvante, que 
puede ser de naturaleza oleosa o un polipeptido natural o recombinante. 
El adyuvante de naturaleza oleosa empleado es preferiblemente el Adyuvante 
25 Incompleto de Freund o Montanide ISA 51 . 

Asimismo cuando se emplea un adyuvante polipeptidico, este puede ser una 
citosina como el factor de estimulacion de colonias de granulocitos y macrofagos, o 
una quimiocina. 

Las composiciones de la invention son utiles para la prevention y tratamiento del 
30 cancer, particularmente cancer de prostata, colon, pulmon, mama, ovario, cabeza- 
cuello, vulva, vejiga, cerebro, gliomas, asi como de enfermedades cronicas no 
trasmisibles. 
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Igualmente puede ser empleadas para la prevention y tratanniento de 
enfermedades infecciosas de origen viral y bacteriano, y dentro de estas, puede ser 
empleada en el tratamiento del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida, asi como 
para el tratamiento de enfermedades autoinmunes. 
5 La presente invention aporta formulaciones que confieren inmunogenicidad a 
peptidos, proteinas recombinantes o naturales, lisados celulares, celulas intactas y 
acidos nucleicos, poco inmunogenicos. Las formulaciones inmunoestimuladoras 
pueden ser definidas como aquellas capaces de estimular tanto la respuesta 
humoral como la celular contra un antfgeno en particular. Ademas, estas 

10 formulaciones tienen la caracteristica peculiar de rescatar la inmunidad de individuos 
inmunocomprometidos, como son los que padecen de cancer e infecciones virales 
cronicas o determinados tipos de enfermedades autoinmunes, 
Esta invention muestra como el vehiculo inmunopotenciador consiste en 
proteoliposomas de muy pequena talla (VSSP) obtenidos a partir de la asociacion 

is del Complejo Proteico de la Membrana Externa (CPME) de la bacteria Gram- 
negativa, Neisseria meningitidis con gangliosidos incorporados. Los componentes 
del CPME se someten a un proceso de dialisis que dura entre 2 y 15 dias, durante 
el cual se le incorporan gangliosidos glicolilados y/o acetilados. Con la incorporation 
de los gangliosidos al complejo de membrana externa se obtiene una preparation 

20 no vesicular, de muy pequena talla molecular, invisible al microscopio electronico, 
soluble y de alta flotabilidad. 

Los VSSP de la presente invention muestran propiedades inmunologicas 
sorprendentes tales como una marcada capacidad de madurar a las celulas 
dendriticas, y de inmunorrescatar pacientes inmunosuprimidos. Los VSSP se 
25 obtienen segun se describe en las patentes cubanas 131/93 y 130/97, en las 
patentes USA 5,788,985 y USA 6,149,921, asi como en el articulo Estevez, et al. 
(Vaccine, Vol. 18, pp 190-197. 1999). 

Los peptidos antigenicos de interes pueden ser sinteticos o extraidos de diversas 
fuentes. El tamano preferido de los peptidos puede ser entre 7 y 25 aminoacidos, en 
30 dependencia del tipo de celula T que se desea estimular. No obstante la longitud 
puede variar entre 3 y 50 aminoacidos. Los peptidos utilizados pueden ser neutros o 
cargados. La naturaleza hidrofobica de los peptidos tambien puede variar. 
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De igual forma la presente invencion establece que las proteinas recombinantes 
utilizadas pueden ser expresadas en diversos sistemas de expresion como son 
bacterias, levaduras, plantas y celulas superiores. En una materialization preferida 
de esta invencion se postula la utilization de la N. meningitidis como sistema de 

5 expresion, donde las proteinas de interes se expresan en la membrana externa de la 
propia bacteria. Esto posibilita que la proteina de interes, directamente forme parte 
del CPME. En este caso es igualmente valida la expresion de la proteina completa, 
o la insertion de alguno de sus polipeptidos o peptidos en uno o mas de los lazos 
de las proteinas de membrana externa de Neisseria meningitidis como la TBP, Opa, 

10 Opc y las porinas P1 , P2, P3. 

En materializaciones particulars de la presente invencion se muestra como los 
antigenos de las composiciones vacunales pueden ser receptores de factores de 
crecimiento con actividad tirosina quinasa sobreexpresados en tejidos tumorales y, 
alternativamente, sus dominios extracelulares, con o sin region transmembrana, y 

is que tienen una relation especifica con gangliosidos expresados en la membrana de 
las celulas tumorales. Este es el caso de HER-1, HER-2 y el receptor del PDGF, 
entre otros. 

Los receptores de factores de crecimiento que se refieren en la invencion son 
proteinas obtenidas por via recombinante a traves de clonajes por Reaction en 

20 Cadena de la Polimerasa (PCR) segun los procedimientos regulares de Biologia 
Molecular (Sambrook J, Fritsch E.F, Maniatis T, Molecular Cloning A Laboratory 
Manual, second edition, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989) en plasmidios 
de expresion en celulas superiores. Los plasmidios conteniendo los genes que 
codifican para los receptores o sus variantes son transfectados establemente en 

25 celulas superiores como HEK 293 (ATCC CRL 1573), NIH-3T3 (ATCC CRL 1658) y 
CHO. Los receptores o sus variantes son expresados por las lineas transfectadas en 
sus membranas o son secretados al sobrenadante segun sea el caso. 
Estos antigenos son extraidos de la membrana de las celulas superiores que los 
expresan o del sobrenadante de cultivo de dichas celulas y purificados por 

30 cromatograffa. Posteriormente son filtrados en condiciones esteriles y liofilizados. Se 
conservan a 4°C. Las cantidades optimas de estos antigenos en las formulaciones 
vacunales oscilan entre 1 ^igy 1000 ng por dosis. 
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Para este tipo particular de antigenos, el VSSP empleado en las formulaciones 
vacunales contienen gangliosidos seleccionados entre aquellos que se asocian de 
manera especifica con los receptores de factores de crecimiento formando 
agrupaciones moleculares de membrana, siendo este el caso de GM3 y GM1, entre 
5 otros. 

Los VSSP se encuentran presentes en esta composicion vacunal en un rango entre 
1 jig y 1000 )ig referidos a cantidad de gangliosidos por dosis vacunal. 
Las composiciones vacunales preferidas en esta invention, que son preparaciones 
vacunales que contienen como antigenos receptores de factores de crecimiento a 
10 los cuales se les desea incrementar su inmunogenicidad, pueden prepararse de 
diversas maneras: 

a) A los receptores de factores de crecimiento o sus dominies extracelulares 
(conteniendo o no, region transmembrana) liofilizados (1-100 mg de proteina), se 
anaden cantidades de soluciones de VSSP, que permitan garantizar una relacion 

15 de masa receptor/gangliosido en un rango entre 0.1/1 a 1/1. Se procede a 
mezclar por agitacion, entre 4°C y 20°C, durante un intervalo de tiempo entre 5 
minutos y 24 horas. Esta preparation se conserva a una temperatura de 4°C 
hasta el momento de su administration al hospedero. 

Justo antes de administrarse al hospedero, el preparado anteriormente descrito 
20 se mezcla por agitacion con AIF en relacion volumen/volumen entre 40/60 y 
60/40, durante un intervalo de tiempo entre 10 y 30 minutos, a temperatura 
ambiente. Las relaciones de volumen cubren el rango adecuado para el tipo de 
emulsion deseada segun la via de inoculation al hospedero. 

b) Otra manera de proceder, igualmente conveniente, consiste en conservar por 
25 separado recipientes conteniendo los receptores de factores de crecimiento o 

sus dominios extracelulares (conteniendo o no region transmembrana) liofilizados 
y las soluciones de VSSP, a 4°C. Justo antes de administrarse al correspondiente 
hospedero, a los receptores de factores de crecimiento se les anaden cantidades 
de soluciones de VSSP, se procede a preparar la composicion vacunal de la 
30 misma manera descrita en el inciso a). 

c) Una tercera manera de proceder consiste en combinar mas de un receptor de 
factor de crecimiento o sus dominios extracelulares (conteniendo o no region 
transmembrana) con las correspondientes soluciones de VSSP en la 



12 



composition vacunal. Las cantidades de cada uno de los antigenos en la 
composition vacunal estaran en cualquier proportion que cubra el rango entre 1 
yig y 1000 ng por dosis vacunal. Asimismo las cantidades de cada uno de los 
gangliosidos en forma de VSSP en la composition vacunal estaran entre 1 ^ig y 
5 1 000 \ig por dosis vacunal. 

Para preparar la vacuna combinada, los receptores de factores de crecimiento o 
sus dominios extracelulares (conteniendo o no region transmembrana) que 
formaran parte de esta son liofilizados en las cantidades referidas en el inciso 
correspondiente. A continuation se les anaden cantidades de soluciones de 
10 VSSP que permitan garantizar una relation de masa receptores/gangliosidos en 
un rango entre 0.1/1 a 1/1 . Se procede a mezclar por agitacidn, entre 4°C y 20°C, 
durante un intervale de tiempo entre 5 minutes y 24 horas. Esta preparation se 
conserva a una temperatura de 4°C hasta el momento de su administration al 
hospedero. 

15 Justo antes de administrarse al hospedero, el preparado anteriormente descrito 
se mezcla por agitation con AIF en relation volumen/volumen entre 40/60 y 
60/40, durante un intervalo de tiempo entre 10 y 30 minutos a temperatura 
ambiente. Las relaciones de volumen cubren el rango adecuado para el tipo de 
emulsion deseada, segun la via de inoculation al hospedero. 
20 d) Otra manera de preparar la vacuna combinada referida en el inciso c) es segun 
se refiere en el inciso b). 
Por otra parte, los sistemas multiantigenicos, como son celulas provenientes de 
lineas tumorales establecidas o aquellas obtenidas directamente de pacientes de 
cancer, tambien se utilizan en las formulaciones descritas en la presente invention. 
25 La inactivacion de las celulas se logra mediante el empleo de radiation gamma o 
por tratamiento con Mitomicina C. Otra alternativa igualmente conveniente es la 
utilization de oncolisados obtenidos por ruptura mecanica o infection con virus de 
las celulas tumorales. 

Los preparados inmunopotenciadores de la presente invention pueden utilizarse 
30 ventajosamente en vacunas de ADN y ARN. Tambien la inmunogenicidad de los 
vectores retro y adenovirales, usados como vehiculos vacunales, se incrementa al 
combinarlos con las preparaciones descritas en la presente invention. Estos 



13 



vectores contienen los genes que codifican para las proteinas antigenicas de 
interes. 

Normalmente las diferentes formulaciones inmunogenicas se obtienen al combinar 
los distintos sistemas de antigenos con VSSP previamente producido. Los 
5 antigenos que se introducen directamente por via recombinante en las membranas 
externas de la bacteria N. meningitidis, al igual que aquellos que se incorporan a los 
proteoliposomas durante el proceso de dialisis, salen ya incorporados del proceso 
de obtencion de los VSSP. No obstante estos proteoliposomas modificados pueden 
utilizarse tambien con otros antigenos no incorporados. Esto permite la preparation 

10 de vacunas multivalentes. 

Los preparados con antigenos proteicos, se obtienen a partir de mezclar entre 10 y 
1 000 jig del peptide o proteina antigenica con cantidades de VSSP que permiten 
garantizar una relacion de masa proteina total/gangliosido en un rango entre 1 y 3. 
Las preparaciones se conservan a una temperatura de 4°C hasta el momento de su 

15 administration al hospedero. Otra manera de proceder, igualmente conveniente, 
consiste en conservar por separado las soluciones antigenicas y las soluciones de 
VSSP, a 4°C, y mezclarlos justo antes de administrarse. 

Las formulaciones con acidos nucleicos se obtienen mezclando directamente los 
VSSP con las soluciones de ADN o ARN. El proceso de mezclado se realiza a 4°C 
20 garantizando una proportion de 2-100 jag de acido nucleico por cada 0,1 mg de 
gangliosido en VSSP. Este metodo es factible debido a la ausencia de nucleasas en 
las preparaciones de VSSP. 

En un proceder particularmente ventajoso mostrado en la presente invention, los 
vectores virales vivos (virus vaccinia, fowlpox u otros), que contienen las secuencias 

25 de ADN de las proteinas de interes, son administrados al hospedero por via 
endovenosa en cantidades que oscilan entre 10 6 y 5x1 0 7 pfu. Los VSSP se 
administran por via intramuscular, subcutanea, intradermica, oral o intranasal, entre 
12 horas antes y 12 horas despues de administrar el vector viral. 
Las preparaciones con celulas bianco de interes o sus lisados se obtienen primero 

30 precipitando por centrifugacion los respectivos cultivos y luego resuspendiendo el 
precipitado celular en cantidades de VSSP que permitan garantizar una relacion 
entre 10 3 y 5x1 0 6 celulas por 0,1 mg de gangliosido. Estas cantidades se mezclan 
directamente por agitation, entre 4°C y 20°C, durante un intervalo de tiempo entre 5 
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y 24 horas. Las preparatories se conservan a una temperatura de 4°C hasta el 
momento de administration al hospedero. 

Otra manera de proceder, igualmente conveniente, consiste en conservar por 
separado las suspensiones celulares o sus correspondientes lisados y las 
5 soluciones de VSSP, a 4°C, y mezclarlos justo antes de administrarse. 

Las preparaciones descritas en la presente invention, en las que los antigenos 
estan mezclados o incorporados a los VSSP, pueden administrarse solas o 
emulsificadas con adyuvante incompleto de Freund (AIF). Las emulsiones se 
preparan justo antes de administrarse al hospedero. Cada preparation se mezcla 
10 por agitation con el adyuvante en relation volumen/volumen entre 40/60 y 60/40, 
durante un intervalo de tiempo entre 10 y 30 minutos, a temperatura ambiente. Las 
relaciones de volumen eubren el rango adecuado para e! tipo de emulsion deseada 
segun la via de inoculation al hospedero. 

En otra materialization preferida de la presente invention las preparaciones 
15 descritas, en las que los antigenos estan mezclados o incorporados a los VSSP, se 
liofilizan antes de administrarse solas o emulsificadas con adyuvante incompleto de 
Freund. 

Las composiciones vacunales de la presente invention se pueden introducir en el 
paciente por via parenteral (intramuscular, intradermica, subcutanea) o por 
20 aplicacion directa sobre mucosas. 
Ejemplos de Realizacion. 

Ejemplo 1. Obtencion de un antfgeno de la composicion vacunal compuesto 
por Dominio extracelular (ECD, siglas en ingles) del EGF-R murino (ECD-EGF- 
Rm). 

25 El gen que codifica para el ECD-EGF-Rm fue amplificado empleando la tecnica de 
PCR, a partir de ADN complementario (ADNc) de higado de raton. El PCR se realizo 
mezclando 1 \xg de DNAc con, 10 pmoles de cada cebador espetifico. 
Posteriormente se adiciono 0.2 mMolar de cada dNTP y 1 U de Taq polimeriza. Se 
realizaron 30 ciclos de PCR con temperaturas de 9°C, 1 min. (excepto en el primer 

30 ciclo que fueron 3 min.); 56°C, 1 min.; 72°C, 1 min. y 30 seg. (excepto en el ultimo 
ciclo que fueron 5 min.). El gen amplificado fue clonado en el vector de expresion en 
celulas superiores pcDNA3 (Amp r ,f'ori, ColE ori, CMV-Promotor, SV40 ori, SV40pa, 
Neomycin, Invitrogen), y posteriormente las celulas de la linea HEK-293 fueron 
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transfectadas establemente con este plasmidio. Se llevo a cabo la transfeccion por 
los metodos convencionales y las celulas fueron crecidas en un medio selectivo. El 
ECD-EGF-Rm se obtiene a partir del sobrenadante de la linea HEK-293/ECD-EGF- 
Rm que expresa establemente el ECD-EGF-Rm. 

5 El ECD-EGF-Rm obtenido en el sobrenadante de cultivo es purificado por tecnicas 
de cromatografia de afinidad, acoplando el ligando a la matriz (Affinity 
Chromatography principles and methods 3:12, Pharmacia fine Chemicals); 
posteriormente es filtrado en condiciones esteriles, y liofilizado. 
Ejemplo 2. Obtencion de una composicion vacunal que comprende el ECD- 

io EGF-Rm, VSSP-GM3 y adyuvante incompleto de Freund (AIF), combinando 
todos los componentes justo antes de la administracion. 

Los proteoliposomas derivados de! complejo de proteinas de la membrana externa 
de Neisseria meningitidis incluyendo el gangliosido GM3 incorporado fueron 
obtenidos segun se refiere en la patente No. US 6,149,921 . 
15 Para ello, el complejo OMPC de N. meningitidis suministrado por el Instituto "Carlos 
J. Finlay" (C. Campa et al EP 301992) fue empleado. 10 mg de este complejo 
OMPC se dispersan en una solution de 0.5 % deoxicolato de sodio y 0.1 % dodecil 
sulfato sodio conteniendo ademas 10 mg de NAcGM3, mediante mezcla suave 

durante la noche a 4°C. 
20 La separation del complejo soluble OMPC-NGCGM3 de los detergentes se llevo a 
cabo mediante dialisis, durante 14 dias, empleando una membrana de 3.5 Kda. 
El dializado fue ultracentrifugado a 100 000 g durante 1 h y el inmunogeno presente 
en el sobrenadante fue esterilizado por filtration. 

El grado de incorporacion del gangliosido a la proteina fue determinado usando el 
25 reactivo Bio-Rad para las proteinas y resorcinol para el acido sialico. De esta forma 
se obtiene una incorporacion de 1 mg de NGcGM3 por mg de OMPC. 
La cantidad empleada del vehiculo vacunal anteriormente preparado es de 120 j^g, 
referido a cantidad de gangliosidos incorporado en los proteoliposomas por dosis 
vacunal. 

30 Para preparar el inmunogeno, 1 mg de ECD-EGF-Rm fue liofilizado y conservado a 
4°C hasta el momento de la inmunizacion. Justo antes de la administracion a los 
ratones, se anadieron al antlgeno 2.4 mg de VSSP-GM3 (referidos a cantidad de 
gangliosido) en un volumen de 1 mL y se mezclaron ambos componentes a 
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temperatura ambiente durante 15 minutos. Posteriormente se anadio 1 mL de AIF y 
se realizo la mezcla por agitacion a temperatura ambiente durante 20 minutos. 
Ejemplo 3. Obt ncion de una composicion vacunal que comprende el ECD- 
EGF-Rm, VSSP-GM3 y AIF combinando parte de los componentes y 

5 conservando la mezcla hasta el momento de la administracion. 

Las proteoliposomas derivados del complejo de protelnas de la membrana externa 
de Neisseria meningitidis incluyendo el gangliosido GM3 fueron obtenidas segun se 
re fiere en la patente No. US 6,149,921. La cantidad de vehiculo vacunal empleado 
fue de 120 jag referido a cantidad de gangliosidos por dosis vacunal. 

10 Para preparar el inmunogeno, 1 mg del ECD-EGF-Rm fue liofilizado, y a 
continuacidn se le anadieron 2.4 mg de VSSP-GM3 (referidos a cantidad de 
gangliosido incorporado), en un volumen de 1 mL. Se mezdaron ambos 
componentes a temperatura ambiente durante 15 minutos y fueron conservados a 4 
°C hasta el momento de la inmunizacion. Justo antes de la administracion a los 

15 ratones se anadio 1 mL de AIF y se realizd la mezcla por agitacion a temperatura 
ambiente durante 20 minutos. 

Ejemplo 4. Obtencion de una vacuna combinada comprendiendo el ECD-HER- 
1, el ECD-HER-2, VSSP-GM3 y AIF. 

Las proteoliposomas derivados del complejo de proteinas de la membrana externa 
20 de Neisseria meningitidis incluyendo el gangliosido GM3 fueron obtenidos segun se 
refiere en la patente No. US 6,149,921. La cantidad de vehiculo vacunal empleado 
fue de 120 i^g referido a cantidad de gangliosidos incorporado en los 
proteoliposomas por dosis vacunal. 

Para preparar el inmunogeno, 1 mg del ECD-HER-1 y 1 mg del ECD-HER-2 fueron 
25 liofilizados juntos, y conservados a 4°C hasta el momento de la inmunizacion. Justo 
antes de la administracion a los ratones, se anadieron 2.4 mg de VSSP-GM3 
(referidos a cantidad de gangliosido) en un volumen de 1 mL. Se mezdaron todos 
los componentes a temperatura ambiente durante 15 minutos. Posteriormente se 
anadio 1 mL de AIF y se realizo la mezcla por agitacion a temperatura ambiente 
30 durante 20 minutos. 

Ejemplo 5. Induccion de respuesta inmune especifica al R-EGF autologo por la 
composicion vacunal. 
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Ratones de la linea C57BL/6 se inmunizaron con la composicion vacunal que 
contiene el ECD-EGF-Rm/VSSP-GM3 y AIF, preparada segun se refiere en el 
ejemplo 2. La dosis de inmunogeno fue de 50 jag por raton referido a cantidad de 
antigeno en la composicion. El esquema de inmunizacion seguido comprendio tres 

5 dosis por via intramuscular cada quince dias, con extracciones de sangre los dias 0, 
21, 35 y 56 despues de la primera inmunizacion (Grupo II). Como referenda se tomo 
un grupo de ratones de la misma linea inmunizados con 50 jag del ECD-EGF-Rm 
conjugado quimicamente a KLH y adyuvado en Adyuvante Completo de Freund 
(ACF) y AIF, siguiendo el rnismo esquema de inmunizacion (Grupo I). Los sueros 

10 obtenidos fueron ensayados por ELISA para su reconocimiento al ECD-EGF-Rm. El 
ELISA se realizo recubriendo la placa con 10 jag/mL de ECD-EGF-Rm. Despues de 
bloquearse la placa con P-BS/suero de ternera 5%, fueron incubados los sueros de 
los animales inmunizados y controles a diferentes diluciones. A continuacion se 
anadio un conjugado de anticuerpos anti-IgG de raton (especifico para el Fc) con 

15 fosfatasa alcalina (Sigma). Todas las incubaciones antes mencionadas se realizaron 
durante 1 hora a 37°C y despues de cada uno de los pasos mencionados se 
realizaron tres lavados con PBS/Tween 20 0.05%. La reaccion se revelo con la 
adicion de 1 mg/mL de sustrato (p-nitrofenilfosfato) en tampon dietanolamina, pH 
9.8. La absorbancia a 405 nm fue medida en un lector de ELISA a los 30 min. 

20 El 100% de los ratones inmunizados con la composicion vacunal de la invencion 
desarrollo una respuesta de anticuerpos especificos contra el ECD-EGF-Rm, que 
aumento durante el curso de las inmunizaciones, llegando a alcanzar titulos de 
hasta 1/160000, mientras que los sueros preinmunes no reconocieron al ECD-EGF- 
Rm. El isotipo de la respuesta de anticuerpos desarrollada fue fundamentalmente de 

25 tipo IgG. 

La distribucion de subclases de la respuesta de anticuerpos inducida fue 
determinada por ELISA. El 20.21% de los anticuerpos fue lgG2a, un 36.03% lgG1 y 
un 38.93% fue lgG2b, apreciandose un corrimiento hacia el patron de respuesta Thl 
respecto al grupo de referenda (Figura 1). 
30 A pesar de que la presente composicion vacunal se compara con una composicion 
en la que el ECD-EGF-Rm esta acoplado quimicamente a KLH, y en donde se 
emplea como adyuvante el ACF, los titulos de anticuerpos inducidos por la 
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preparation son superiores, y la distribution de subclases tiende mas a un patron 
Th1, resultando favorable para la eficacia de dicha vacuna. 

Los ratones inmunizados con ECD-EGF-Rm/VSSP-GM3/AIF no presentaron signos 
de toxicidad clinica, y las pruebas bioquimicas realizadas a los sueros de dichos 
5 animales no mostraron diferencias con las realizadas a los sueros de animales no 
inmunizados (Tabla 1). 



Tabla 1 



Grupos 


Animales 
respondedores 


Titulos de IgG 




Dfa21 


1/100 


1/500 


1/1000 


1/2500 


1/5000 


1/10000 


1/20000 


I 


8/10 


1 


3 


1 




1 


1 


1 


II 


10/10 




1 


1 


2 


5 


1 






Bfa 35 


1/100 


If 1 uuu 


1/2500 


1/5000 


1/10000 


1/20000 


1/40000 


I 


10/10 




2 




2 


1 




5 


II 


10/10 




1 






2 


1 


6 




Dia 56 


1/1000 


1/5000 


1/10000 


1/20000 


1/40000 


1/80000 


1/160000 


I 


10/10 


1 


1 


1 


2 


1 


4 




II 


10/10 




1 




1 


2 


4 


2 



Grupo I - Animales inmunizados con ECD-EGF-Rm/KLH/ACF y AIF 



Grupo II - Animales inmunizados con ECD-EGF-RmA/SSP-GM3/Montanide-ISA 51 
io Ejemplo 6. Reconocimiento de los sueros de ratones inmunizados con el 
DEC-HER-1/VSSP-GM3/AIF a celulas que expresan el EGF-R humano. 

'Celulas de la llnea A431 (10000 celulas / pozo) que expresan el receptor del factor 
de crecimiento epidermico humano fueron incubadas con suero preinmune de 
ratones C57BL/6 diJuidos 1/5 (A), anticuerpo monoclonal ior egf-r3 contra el EGF-R 

15 como control positivo a una concentration de 10 jag/mL (B) y suero de ratones 
C57BL/6 inmunizados diluidos 1/5 (C), durante 30 minutos a temperatura ambiente. 
El exceso de anticuerpos no unido al receptor o unido de forma inespecifica fue 
removido realizando lavados con solution de fosfato tamponada/suero de ternera 
0.5%. Para la inmunodeteccion las celulas fueron incubadas con un segundo 

20 anticuerpo anti-raton conjugado a isotiocianato de fluorescema diluido 1/50, 30 
minutos a temperatura ambiente. La intensidad de la fluorescencia fue medida en un 
citometro de flujo (FACS). El suero de los ratones inmunizados con el preparado 
vacunal reconocieron las celulas que expresan el EGF-R, con intensidades 
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comparables a las del control positivo del experimento, a diferencia de los sueros 
preinmunes de los mismos animales (Figura 2). 

Ejemplo 7. Actividad citolitica de los sueros d ratones inmunizados con 
DEC-HER-1/VSSP-GM3/AIF 

5 Celulas de la linea A431 (3x1 0 6 celulas) fueron incubadas con cromato de sodio 
radioactivo 51 Cr durante 1h, y el exceso de sales radiactivas fue eliminado mediante 
tres lavados con medio de cultivo. Las celulas cargadas con 51 Cr fueron incubadas 
con: 

i) 50 ng/mL del anticuerpo monoclonal ior-t3 (AcM contra el CD3, como control 
io negativo) 

ii) 50 ng/mL del anticuerpo monoclonal ior egf-r3 (AcM contra el EGF-R como control 

.nncitiwr*} 

Mi) suero preinmune de ratones C57BL/6 diluidos 1/20 

iv) suero de ratones C57BL/6 inmunizados con ECD-HER-1 A/SSP-GM3/AIF diluidos 
15. 1/20 

Despues de 1 hora de incubacion a 37°C, se anadieron 40 nL de complemento de 
conejo dejandose en incubacion a 37°C. Posteriormente se centrifugaron los tubos y 
100 i^L del sobrenadante se utilizaron para medir en un contador gamma de 
radiactividad la liberacion de 51 Cr, como una medida de la lisis celular ocurrida 
20 mediada por los anticuerpos y el complemento. La incorporation total se midio 
mediante lisis total con detergente. 

Los sueros de los ratones inmunizados con el preparado vacunal referido lisaron el 
80 % de las celulas A431 que expresan el EGF-R, a diferencia de los sueros 
preinmunes de dichos ratones que solo alcanzaron a lisar un 35 % (Figura 3). 
25 Ejemplo 8. Capacidad neutralizante de los sueros de ratones inmunizados con 
DEC-HER-1/VSSP-GM3/AIF. 

Los, sueros de ratones inmunizados con el preparado vacunal referido en la patente 
fueron ensayados para su capacidad de inhibir la union del EGF a su receptor en la 
membrana de las celulas A431. Para ello, las celulas A431 fueron crecidas en 
30 placas de cultivo hasta la confluencia. Una vez confluentes, fue anadido un pool de 
suero inmune a diferentes diluciones (1/5, 1/10, 1/20, 1/40) y a continuation se 
anadio EGF- 125 I a razon de 100000 cpm/pozo. El volumen de cada pozo fue 
completado hasta 500 jaL de PBS/BSA 1% en cada pozo. Las placas se incubaron a 
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temperatura ambiente durante 1 hora y pasado este tiempo la reaction fue detenida 
anadiendo 2 mL de PBS/BSA 1% frio. Posteriormente se desecho el liquido de cada 
uno de los pozos, y despues de un lavado suave con PBS/BSA 1%, se anadieron a 
los pozos 300 |aL de NaOH 2M. Despues de 30 minutos a temperatura ambiente, se 
5 recogieron 200 de cada uno de los pozos, y se leyeron en un contador de 
radiaciones gamma. 

El pool de sueros inmunes mostro una inhibition de la union del EGF- 125 I a su 
receptor en la membrana de las celulas A 431 . Esta inhibition fue dependiente de la 
dilution del suero (Figura 4). 
10 Ejemplo 9. Sobrevida de los ratones inmunizados con DEC-HER-1/VSSP- 
GM3/AIF. 

Ratones de la linea C57/BL6, inmunizados con ECD-EGF-RmA/SSP-GM3/AIF (tres 
dosis de 50 jag cada quince dias por via intramuscular), se trasplantaron con 100000 
celulas de Lewis por via intramuscular y fueron observados para determinar el 

is tiempo de sobrevida. Las celulas de Lewis son derivadas de un adenocarcinoma de 
pulmon de origen murino que expresan el EGF-R. La sobrevida de estos ratones se 
comparo con la de un grupo inmunizado con ECD-EGF-Rm/ACF (tres dosis de 50 n 
g cada quince dias por via subcutanea). Los ratones inmunizados con el preparado 
vacunal ECD-EGF-RmA/SSP-GM3/AIF tuvieron una sobrevida significativamente 

20 superior (p<0.05) que los ratones del grupo de referencia (Figura 5). 

Ejemplo 10. Obtencion de una composicion vacunal que contiene al 
antlcuerpo monoclonal quimerico P3 (AcMq P3), VSSP(GM3) y AIF. 
Los proteoliposomas derivados del complejo de proteinas de la membrana externa 
de Neisseria meningitidis incluyendo el gangliosido GM3 [VSSP(GM3)], fueron 

25 obtenidos segun se refiere en la patente cubana 130/97 y en la patente USA 
6,149,921. Los VSSP(GM3) se conservaron a concentration de 4,8 mg/mL en 
solution Tris/HCI pH 8.9 y a una temperatura de 4° C, hasta su utilization. 
Para preparar el inmunogeno, se mezclo una solution conteniendo 2 mg/mL del 
AcM quimerico P3 (Patente No. US 5,817,513) en solution tampon de fosfato salina 

30 con el preparado VSSP(GM3) en una proportion 1/1 (v/v). El proceso de mezclado 
se realizo por agitation magnetica a temperatura ambiente durante 15 min. 
Posteriormente se anadio el AIF en una proportion 1/1 (v/v). La mezcla se agito a 
temperatura ambiente durante 15 minutos, hasta lograr la emulsion. 
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En otra forma de proceder igualmente conveniente se mezclo una solucion 
conteniendo 2 mg/mL del AcMq P3 en solucion tampon de fosfato salina con el 
preparado VSSP(GM3)en una proportion 1/1 (v/v). El proceso de mezclado se 
realizo por agitation magnetica a temperatura ambiente durante 15 min. y la 
5 solucion resultante se esterilizo por filtration a traves de membranas de acetato de 
celulosa de 0,2 jam. Despues de un proceso de dosificacion, envasado y sellado el 
preparado se conservo a 4°C por un periodo de hasta un ano. Justo antes de la 
administration al hospedero se anadio la preparation al AIF en una proportion 1/1 
(v/v) y se realizo la emulsificacion por agitation a temperatura ambiente durante 15 
10 minutos. 

Ejemplo 11. Obtencion de una composicion vacunal que contiene un peptido 
de !a region variable de !a cadena pesada de! AcMq P3 (CDR3/VH-P3) y 
VSSP(GM3). 

Los proteoliposomas derivados del complejo de protemas de la membrana externa 

15 de Neisseria meningitidis incluyendo el gangliosido GM3 [VSSP(GM3)], fueron 
obtenidos segun se refiere en la patente cubana 130/97 y en la patente USA 
6,149,921. Los VSSP(GM3) se conservaron a concentration de 4,8 mg/mL en 
solucion Tris/HCI pH 8.9 y a una temperatura de 4° C, hasta su utilization. 
En el momento de aplicarlo al hospedero, el inmunogeno se preparo primeramente 

20 disolviendo peptido del CDR3 VH-P3 liofilizado en solucion tampon de fosfato salina 
hasta lograr una concentration de 4 mg/mL. Posteriormente se mezclo con el 
preparado VSSP(GM3)en una proportion 1/1 (v/v). El proceso de mezclado se 
realizo por agitation magnetica a temperatura ambiente durante 15 min. 
En otra forma de proceder igualmente conveniente primeramente se disolvio 

25 peptido del CDR3 VH-P3 liofilizado en solucion tampon de fosfato salina hasta lograr 
una concentration de 4 mg/mL. Posteriormente se mezclo con el preparado 
VSSP(GM3)en una proportion 1/1 (v/v). El proceso de mezclado se realizo por 
agitation magnetica a temperatura ambiente durante 15 min. y la solucion resultante 
se esterilizo por filtration a traves de membranas de acetato de celulosa de 0,2 (im. 

30 Despues de un proceso de dosificacion, envasado y sellado el preparado se 
conservo a 4°C por un periodo de hasta un ano. 

Ejemplo 12. Obtencion de una composicion vacunal que contiene un 
oncolisado de melanoma B16, VSSP(GM3) y AIF. 
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Los proteoliposomas derivados del complejo de proteinas de la membrana externa 
de Neisseria meningitidis incluyendo el gangliosido GM3 [VSSP(GM3)], fueron 
obtenidos segun se refiere en la patente cubana 130/97 y en la patente USA 
6,149,921. Los VSSP(GM3) se conservaron a concentracion de 2,4 mg/mL en 

5 solucion Tris/HCI pH 8.9 y a una temperatura de 4° C, hasta su utilizacion. 

Para preparar el inmunogeno, una suspension de celulas de la llnea de melanoma 
murino B16 (50x1 0 6 celulas/mL) se sometio a 5 ciclos de congelacion / 
descongelacion, alternando incubaciones en banos de nitrogeno liquido y en banos 
de H 2 0 destilada a 37°C. El lisado celular resultante se centrifugo a 500 x g durante 

10 10 minutos. El pellet resultante se resuspendio en VSSP(GM3) garantizando una 
proporcion de pellet celular correspondiente a 10 x 10 6 celulas por cada 2,4 mg de 
GM3 en VSSP. La mezcla se agito durante 10 minutos a temperatura ambiente. 
Seguidamente se anadio la preparacion al AIF en una proporcion 1/1 (v/v). La 
mezcla se agito a temperatura ambiente aproximadamente durante 15 minutos, 

15 hasta lograr la emulsion. 

Ejemplo 13. Obtencion de una composicion vacunal que contiene celulas de 
melanoma B16, VSSP(GM3) y AIF. 

Los proteoliposomas derivados del complejo de proteinas de la membrana externa 
de Neisseria meningitidis incluyendo el gangliosido GM3 [VSSP(GM3)], fueron 

20 obtenidos segun se refiere en la patente cubana 130/97 y en la patente USA 
6,149,921. Los VSSP(GM3) se conservaron a concentracion de 2,4 mg/mL en 
solucion Tris/HCI pH 8.9 y a una temperatura de 4° C, hasta su utilizacion. 
Para preparar el inmunogeno, una suspension de celulas de la llnea de melanoma 
murino B16 (50 x 10 6 celulas/mL) se centrifugo a 300 x g durante 10 minutos. El 

25 pellet de celulas se resuspendio con el VSSP(GM3) garantizando una proporcion de 
10 x 10 6 celulas por cada 2,4 mg de GM3 en VSSP. La mezcla se agito durante 10 
minutos a temperatura ambiente. Seguidamente se anadio la preparacion al AIF en 
una proporcion 1/1 (v/v). La mezcla se agito a temperatura ambiente 
aproximadamente durante 15 minutos, hasta lograr la emulsion. 

30 Ejemplo 14. Obtencion de una composicion vacunal que contiene un plasmidio 
con el gen que codifica para el dominio extracelular del receptor de EGF 
humano (ECD-HER1), VSSP(GM3) y AIF. 
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Los proteoliposomas derivados del complejo de proteinas de la membrana externa 
de Neisseria meningitidis incluyendo el gangliosido GM3 [VSSP(GM3)], fueron 
obtenidos segun se refiere en la patente cubana 130/97 y en la patente USA 
6,149,921. Los VSSP(GM3) se conservaron a concentracion de 4,8 mg/mL en 
5 solucion Tris/HCI pH 8.9 y a una temperatura de 4° C, hasta su utilizacion. 

El vector para insertar el ADN de interes fue el plasmidio de expresion en mamiferos 
pcDNA3, que contiene el origen de replication de SV40 y el promotor inmediato 
temprano de citomegalovirus humano (pCMVIT). En este plasmidio se inserto el gen 
que codifica para el dominio extracelular del receptor de EGF humano (ECD-HER1). 
10 El plasmidio resultante (ECD-HER1 /pcDNA3) fue utilizado en la preparacion del 
inmunogeno. 

Para preparar el inmunogeno, la solucion del plasmidio ECD-HER1 /pcDNA3 se 
ajusto a una concentracion de 2 mg/mL en solucion tampon de fosfato salina. 
Posteriormente se mezclo con el preparado VSSP(GM3) en una proporcion 1/1 (v/v). 
15 La mezcla se realizo por agitation a temperatura ambiente durante 5 min. 
Seguidamente la preparacion se anadio al AIF en una proporcion 1/1 (v/v). La 
mezcla se agito a temperatura ambiente aproximadamente durante 15 minutos, 
hasta lograr la emulsion. 

Ejemplo 15. Induccion in vitro de maduracion de celulas dendnticas por el 
20 preparado VSSP(GM3), 

Las celulas dendnticas humanas se obtuvieron a partir de monocitos aislados de 
sangre periferica que fueron cultivados, durante 7 dias, en presencia de GM-CSF 
humano recombinante (hr) (50 ng/ml) y hr-IL4 (1000 U/ml). Al 7mo dia las celulas 
dendnticas obtenidas fueron expuestas o no, durante 18 horas, a los VSSP(GM3) (1 

25 fag/mL). Como referencias las celulas dendnticas se incubaron con 0,1 jag/mL de 
LPS purificado a partir de la cepa 44/76 de Neisseria meningitidis o con MPLA 
(Sigma). El fenotipo de cada preparacion se analizo por citometria de flujo. 
Como se muestra en la Tabla 2, el tratamiento con VSSP(GM3) provoco un aumento 
en la expresion de CD11c y cambios considerables en el marcador de maduracion 

30 de las DC CD83. Se observo un aumento en los niveles de expresion de la molecula 
HLA-DR. Los VSSP(GM3) indujeron un incremento en el numero de celulas que 
expresan la molecula CD86. VSSP(GM3) y LPS mostraron igual capacidad de 
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inducir maduracion en las DC tratadas. En cambio la variante detoxificada del LPS, 
MPLA se mostro inferior. 

Tabla 2. Efecto de distintos preparados sobre la maduracion de DC humanas. 





CD11c 


CD86 


CD83 


HLA-DR 


CD40 


Medio 


37,5 


12,5 


5,5 


401,5 


9 


LPS 


57,1 


35,4 


14,6 


672,7 


15,8 


VSSP 


60 


29.6 


13,3 


656,4 


14,1 


MPLA 


40,1 


15,4 


5,6 


415,5 


9.7 



5 

Datos: medias de intensidad de fluorescencia de las mediciones de FACS 
Ejemplo 16. Sndueeion de respuesta inmune humoral espeesfiea a! AcMq P3 
asociada a la administracion de la composicion vacunal. 

Ratones de la linea C57BL/6 se inmunizaron con la composicion vacunal referida en 
10 el Ejemplo 10. Se inocularon 50 jag del monoclonal quimerico en cada inyeccion, 
aplicandose 2 dosis (una cada 14 dias) por via intramuscular. 21 dias despues de la 
primera inmunizacion se tomaron muestras de suero. Como referenda se uso un 
grupo de ratones de la misma cepa inmunizados del mismo modo con el AcMq P3 
adyuvado en AIF o Alumina. Los sueros obtenidos fueron ensayados por ELISA 
15 para determinar la presencia de anticuerpos anti-AcMq P3. 

El 100% de los ratones inmunizados con la composicion vacunal descrita en la 
presente invencion desarrollaron niveles de anticuerpos IgG especificos contra el 
AcMq P3, superiores a los de los grupos de referenda. (Tabla 3). 
Tabla 3. Respuesta de anticuerpos inducida contra el AcMq P3 en ratones C57BL/6 
20 inmunizados con distintas formulaciones 



Formulacion 


# de animales 
respondedores 


Titulos de IgG 
especificas(media) 


AcMP3q/VSSP/AIF 


5/5 


8000 


AcMP3q/AIF 


4/5 


4000 


AcMP3q/Alumina 


2/5 


1000 



Ejemplo 17. Induccion de respuesta celular proliferativa especifica al peptido 
CDR3/VH-P3 asociada a la administracion de la composicion vacunal. 
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Ratones de la linea C57BL/6 se inmunizaron con la composicion vacunal descrita en 
el Ejemplo 11. Se inocularon 100 jag del peptido en cada inyeccion, aplicandose 4 
dosis (una cada 14 dias) por via intramuscular. Como referenda se uso un grupo de 
ratones de la misma cepa inmunizados del mismo modo con el peptido CDR3/VH- 

5 P3 adyuvado en AIF o Alumina. 7 dias despues de la ultima dosis se extrajeron los 
ganglios linfaticos inguinales de los animates y se aislaron los linfocitos por perfusion 
del organo. Los linfocitos se cultivaron por 96 horas con el peptido CDR3/VH-P3 (50 
j^g/mL). Durante las ultimas 18 horas de cultivo, las celulas recibieron 1 \xC\ de 
timidina tritiada (Amersham, Reino Unido) y posteriormente fueron cosechadas y las 

10 emisiones fi (cpm) detectadas en un contador de centelleo (LKB Wallac, Finlandia). 
Los niveles de proliferacion celular se analizaron como (ndice de Estimulacion (IE). 
Los resultados obtenidos en este ensayo se muestran en la Tabla 4. 



Tabla 4. Respuesta linfoproliferativa inducida contra el peptido CDR3/VH-P3 en 
ratones C57BL/6 inmunizados con distintas formulaciones 





CDR3/VH-P3/VSSP(GM3) 


CDR3/VH-P3/AI F 


CDR3/VH-P3/Alumina 


50 ng/mL 


4 + 0,2 


1,8 + 0,1 


1,6 ±0,2 



15 Datos: Valores de indice de estimulacion 



Notoriamente solo el peptido contenido en la formulation con VSSP(GM3) fue capaz 
de inducir proliferacion antigeno especifica. 

Ejemplo 18. Induccion de respuesta celular citotoxica especifica al ECD- 
mEGFR asociada a la administracion de la composicion vacunal que contiene 
20 FPV recombinante ECD-mEGFR/FPV, VSSP(GM3) y AIF. 

Los proteoliposomas derivados del complejo de proteinas de la membrana externa 
de Neisseria meningitidis incluyendo el gangliosido GM3 [VSSP(GM3)], fueron 
obtenidos segun se refiere en la patente cubana 130/97 y en la patente USA 
6,149,921. Los VSSP(GM3) se conservaron a concentracion de 2,4 mg/mL en 

25 solucion Tris/HCI pH 8.9 y a una temperatura de 4° C, hasta su utilizacion. 

El vector viral para insertar el ADN de interes fue el Virus de Viruela Aviar (FPV). El 
gen que codifica para el dominio extracelular del receptor de EGF murino (ECD- 
mEGFR) fue insertado en el FPV por recombinacion homologa. La solucion del 
vector recombinante ECD-mEGFR/FPV se ajusto a una concentracion de 10 8 

30 pfu/mL. 
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10 



15 



En paralelo se preparo la emulsion de VSSP(GM3)anadiendo la solucion del 
vehiculo al AIF en una proportion 1/1 (v/v). La mezcla se agito a temperatura 
ambiente aproximadamente durante 15 minutos. 

Seguidamente se procedio a inmunizar ratones Balb/c con 200 \xL de la solucion de 
ECD-mEGFR/FPV por via intraperitoneal y con 100 nL de VSSP(GM3)/AIF por via 
intramuscular, consecutivamente. Como control fue utilizado un grupo de ratones a 
los que se les administrd el ECD-mEGFR/FPV y solucion tampon con fosfato salina 
(STFS). Se administraron 2 dosis bisemanales y 21 dias despues de iniciado el 
experimento los ratones se sacrificaron para obtener las correspondientes celulas 
esplenicas. De los esplenocitos se aislaron las celulas T CD8 + utilizando la 
tecnologia de las perlas magneticas. Estas celulas T se estimularon durante 5 dias 
con celulas dendriticas derlvadas de medula osea (bmDC), previamente pulsadas 
con el peptido inmunodominante del ECD-mEGFR 'NYGTNRTGL' , en una 
proportion 10:1 (T:bmDC) y en presencia de IL-2 (50 u/mL). Al finalizar la 
estimulacion se realizo un experimento de citotoxicidad donde se determino la 
liberation de Cr 51 al enfrentar diferentes cantidades de estas celulas a la linea P815 
pulsada con el peptido 'NYGTNRTGL' (Tabla 5). 



Tabla 5. Respuesta celular citotoxica especifica al ECD-mEGFR 





Grupo inmunizado con 
ECD-mEGFR/FPV + VSSP(GM3) 


Grupo inmunizado con 
ECD-mEGFR/FPV + STFS 




P815+pept 


P815 


P815+pept 


P815 


% de liberation de Cr 51 


100:1 


78 


8 


43 


9 


50:1 


51 


6 


25 


7 


25:1 


29 


5 


14 


5 



20 La administration de VSSP(GM3) en los animales potencio al doble la capacidad de 
induction de celulas T citotoxicas que tiene el FPV. 

Ejemplo 19: Propiedades Inmunorestauradoras del vehiculo vacunal VSSP. 

El vehiculo vacunal VSSP, descrito en esta invention, se administro por via intra 
muscular (i. m.) a pacientes de melanoma metastasico en el marco de un Ensayo 
25 CHnico de Fase I. Los pacientes recibieron 9 dosis (200 ng de NGcGM3 en 
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VSSP)en el lapso de 6 meses. Las 5 primeras dosis se administraron en los 
primeros 2 meses y las 4 restantes se dieron mensualmente. 

Se extrajo sangre de los pacientes el dia 0 (antes de administrar la primera dosis) y 
el dia 56 (quinta dosis). Paralelamente se tomo sangre de 8 voluntarios sanos. De 

5 estas muestras se obtuvieron las correspondientes celulas mononucleares 
perifericas (CMP) por el metodo de gradiente de Ficoll y se determinaron por 
citometria de flujo los % de celulas CD3+, CD4+ y CD8+. Como se muestra en la 
Tabla 6, la expresion relativa de los marcadores de celulas T CD3, CD4 y CD8, 
provenientes de las CMP de los 3 pacientes tornados para ejemplificar, es inferior a 

10 la media de la expresion de los donantes sanos en el dia 0. 

Tabla 6. Expresion relativa de los marcadores de celulas T provenientes de las 
CMP de pacientes de melanoma y controles sanos. Efecto de VSSP(NGcGM3) en la 
normalization de los marcadores. 





% del total de CMP 
Dia 0 


% del total de CMP 
Dia 56 




CD3+ 


CD4+ 


CD8+ 


CD3+ 


CD4+ 


CD8+ 


Controles 
sanos 


70 


45 


25 








EM 


30 


25 


5 


70 


48 


22 


SJ 


26 


40 


4 


70 


40 


18 


VD 


15 


28 


4 


70 


56 


20 
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Notoriamente los niveles relativos de expresion de marcadores de celulas T CD3, 
CD4 y CD8 en las CMP de los mismos pacientes se normalizaron para el dia 56 o 
sea despues de haber recibido 4 inyecciones de VSSP(NGcGM3). 
Breve descripcion de las figuras: 
20 Figura 1. Distribucion de subclases de los anticuerpos inducidos a partir de la 
inmunizacion con ECD-EGF-Rm/VSSP-GM3/AIF. 

Sueros de ratones C57BL/6 inmunizados con ECD-EGF-Rm/KLH/ACF (I) o ECD- 
EGF-Rm/VSSP-GM3/AIF (II) fueron ensayados por ELISA para la determination de 
la distribucion de subclases de IgG inducida por la inmunizacion. 
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Figura 2. Reconocimiento de los sueros de ratones inmunizados con el 
DEC-HER-1/VSSP-GM3/AIF a celulas que expresan el EGF-R. 
Celulas de la linea A431, fueron incubadas con suero preinmune de ratones 
C57BL/6 (A), anticuerpo monoclonal ior egf-r3 como control positivo (B) y suero de 
5 ratones C57BL/6 inmunizados (C). Para la inmunodeteccion, un segundo anticuerpo 
anti-raton conjugado a un fluoroforo fue utilizado. La intensidad de la fluorescencia 
fue medida en un citometro de flujo. 

Figura 3. Actividad citolitica de los sueros de ratones inmunizados con ECD-HER-1/ 
VSSP-GM3/AIF. 

10 Celulas A431 cargadas con 51 Cr fueron incubadas con complemento y: I) Anticuerpo 
monoclonal ior-t3 (contra el CD3, como control negativo), II) Anticuerpo monoclonal 
ioEGF-R-r3 (contra el EGF-R, como control positivo), III) suero preinmune de 
ratones C57BI/6, IV) suero de ratones C57BL/6 inmunizados con ECD-HER- 
1 A/SSP-GM3/AIF V) Igual numero de celulas que en los puntos anteriores fueron 

15 lisadas con detergentes como medida de la incorporation total de 51 Cr. Los 
resultados son presentados en % de lisis especificas. 

Figura 4. Capacidad neutralizante de los sueros de ratones inmunizados con 
ECD-HER-1 A/SSP-GM3/AIF. 

Celulas A 431 fueron incubadas con diluciones 1/5, 1/10, 1/20 y 1/40 de un pool de 
20 sueros de ratones inmunizados con ECD-HER-1 A/SSP-GM3/AIF o con las mismas 
diluciones de un pool de sueros preinmunes. EGF- 125 I (100000 com) fue anadido en 
cada pozo y la union total fue medida incubando las celulas con el EGF125I. Las 
CPM fueron medidas en un contador de radiaciones gamma. 

Figura 5. Sobrevida de los ratones inmunizados con el ECD-EGF- 
25 Rm/VSSP-GM3/AIF trasplantados con Tumor de Lewis. 

Ratones de la cepa C57BL/6 inmunizados segun se refiere en el ejemplo 9, fueron 
trasplantados con 100000 celulas de Tumor de Lewis y observados para medir 
sobrevida. Como grupo de referenda fueron trasplantados ratones de la misma cepa 
inmunizados con ECD-EGF-Rm/ACF. 
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Olga uTMoreno Samper, 
Agente Oficial. 
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REMNDICACIONES 

1. Una composition farmaceutica para potenciar la inmunogenicidad de antigenos poco 
inmunogenicos, que contiene: 
5 (A) uno o mas antigenos poco inmunogenicos; 

(B) un vehiculo vacunal que consiste en proteoliposomas derivados del complejo de 
proteinas de la membrana externa de una bacteria Gram-negativa (Neisseria 
meningitidis) los cuales contienen gangliosidos incorporados; y 

(C) eventualmente uno o mas adyuvantes. 

io 2. Una composicion farmaceutica para potenciar la inmunogenicidad de antigenos poco 
inmunogenicos, segun la reivindicacion 1 donde los antigenos poco inmunogenicos 
pueden ser peptidos, o polipeptidos, o proteinas, o sus correspondientes secuencias de 
acidos nucleicos, o celulas bianco de interes vacunal, o sus lisados, o la mezcla de ellos. 

3. Una composicion segun la reivindicacion 2 donde los antigenos poco inmunogenicos 
1 5 son receptores de factores de credmiento o sus dominios extracelulares. 

4. Una composicion segun la reivindicacion 3 donde los dominios extracelulares de los 
receptores de factores de crecimiento pueden contener o no la region transmembrana. 

5. Una composicion segun la reivindicaciones 3 y 4 donde los receptores de factores de 
crecimiento son el HER-1 , HER-2, R-PDGF o cualquiera de sus variantes que contenga 

20 el dominio extracelular con y sin region transmembrana. 

6. Una composicion segun reivindicacion 1 donde los proteoliposomas del vehiculo vacunal 
se obtienen del complejo de proteinas de la membrana externa de Neisseria 
meningitidis, tanto proveniente de una cepa salvaje o de una modificada geneticamente. 

7. Una composicion segun la reivindicacion 1 donde los proteoliposomas del vehiculo 
25 vacunal con gangliosidos incorporados se obtienen mediante la incorporation hidrofobica 

de dichos gangliosidos al complejo de proteinas de la membrana externa de Neisseria 
meningitidis. 

8. Una composicion segun reivindicacion 7 donde los gangliosidos que se incorporan 
hidrofobicamente al complejo de proteinas de la membrana externa de Neisseria 

30 meningitidis son GM1 , GM3 o sus variantes N-glicoliladas. 

9. Una composicion segun reivindicacion 1 donde el adyuvante es de naturaleza oleosa o 
es un polipeptido natural o recombinante. 
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10. Una composition segun revindication 9 donde el adyuvante de naturaleza oleosa es 
el Adyuvante Incomplete) de Freund. 

1 1 . Una composition segun la rei vindication 1 0, donde el Adyuvante Incomplete de Freund 
empleado es Montanide ISA 51 . 

12. Una composition segun revindication 9 donde el adyuvante polipeptidico es una 
titotina o una quimiocina. 

13. Una composition segun revindication 12 donde la titotina es el factor de estimulation 
de colonias de granulotitos y macrofagos. 

14. Una composition segun reivindicationes de la 1 a la 13 para la prevention y tratamiento 
del cancer, particularmente cancer de prostata, colon, pulmon, mama, ovario, cabeza- 
cuello, vulva, vejiga, cerebro, gliomas, asi como de enfermedades cronicas no 
trasmisibles. 

15. Una composition segun las reivindicationes de la 1 a la 13 para la prevention y 
tratamiento de enfermedades infectiosas de origen viral y bacteriano. 



16. Una composition segun la revindication 14 para el tratamiento del Sindrome de 
Inmunodefitientia Adquirida. 

17. Una composition segun las reivindicationes de la 1 a la 13 para el tratamiento de 
enfermedades autoinmunes. 

18. Uso de la composition de las reivindicationes de la 1 a la 17 para la prevention y 
tratamiento del cancer, particularmente cancer de prostata, colon, pulmon, mama, ovario, 
cabeza-cuello, vulva, vejiga, cerebro, gliomas, asi como de enfermedades cronicas no 
trasmisibles. - 

19. Uso de la composition de las reivindicationes de la 1 a la 17 para la prevention y 
tratamiento de enfermedades infectiosas de origen viral y bacteriano. 

20. Uso de la composition de las reivindicationes de la 1 a la 17 para el tratamiento de 
enfermedades autoinmunes. 



OlgatT'Moreno Samper, 
Agente Ofitial. 
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RESUMEN 

La presente invention se relaciona con la Inmunologia y mas especificamente con 
composiciones inmunogenicas que contienen peptidos, polipeptidos, proteinas, 
sus correspondientes secuencias de ADN, celulas o sus lisados y proteoliposomas 
de muy pequena talla (VSSP), formados estos ultimos al unir el complejo de 
proteinas de la membrana externa (CPME) de Neisseria meningitidis con 
gangliosidos, mediante enlaces hidrofobos. 

En particular esta invention muestra como preparar composiciones 
inmunoestimuladoras capaces de generar respuestas inmunes antigeno-espetificas 
inclusive en huespedes inmunocomprometidos, como son los que padecen de 
cancer e infecciones de origen viral o bacterianas cronicas. En estos pacientes, la 
administration de las composiciones vacunales descritas permite restaurar la 
funcionalidad de sectores de su sistema inmunitario. 

Las composiciones vacunales de esta invention pueden ser utilizadas para 
proteger de o tratar enfermedades infecciosas, malignas o autoinmunes. 

OlgarEHfloreno Samper, 
AgenteOficial. 
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Figura 1 
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Figura 3 
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Olga L. Moreno Samper, 
Agente Oficial. 
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Figura 5 
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